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Estudo da metilacéo de ilhas CpG no gene da calpastatina, relacionado a
maciez de carne em bovinos de corte: resultados preliminares
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A maciez da carne é influenciada pela intensidade da degradacao de proteinas miofibrilares no
periodo pos-mortem. A p-calpaina é a principal enzima responséavel pelo amaciamento do
musculo esquelético e, de maneira oposta, a calpastatina atua como inibidor enddgeno das
calpainas e, portanto, diminui a extensao da proteélise. Sabe-se que a transcricdo da maior
parte dos genes é reprimida estavelmente na maioria dos tecidos e s6 permanece ativa nos
seus tecidos de expressédo, e que isso pode ser controlado por eventos epigenéticos. O termo
epigenética refere-se as modificagdes quimicas no DNA, que sdo herdadas de uma geracao
para outra, afetam a expressdo génica, mas ndo alteram o DNA, ou seja, alteram o fendtipo
sem modificar o gendtipo. As informacdes epigenéticas podem ser transmitidas por meio de
modificacdes covalentes do DNA (metilagdo) ou das histonas, proteinas responsaveis pelo
empacotamento do DNA em cromatina. A metilacdo do DNA, modificacdo relacionada ao
silenciamento génico, consiste na deposi¢do de um grupamento metil (CH3) na posicdo 5 do
anel pirimidico de uma citosina (5-metil-citosina) localizada em posi¢do 5’ de um residuo de
guanina (dinucleotideo CpG). Regides ricas em dinucleotideos CpG, chamadas de ilhas CpG,
sdo encontradas em promotores e nos primeiros eéxons de muitos genes. A principal técnica
utilizada para a analise da metilacdo do DNA é o sequenciamento de DNA tratado com
bissulfito de sodio, que permite a distingdo entre 5-metil-citosina e citosina. O objetivo deste
estudo foi identificar uma ilha CpG na regiao flanqueadora e nos primeiros éxons do gene da
calpastatina (CAST; GenelD: 281039) e verificar o estado de metilacdo dessa ilha CpG em
amostras de musculo, pele e figado de fetos bovinos, por meio de sequenciamento de DNA
tratado com bissulfito. Para a identificagdo das ilhas CpG, inicialmente buscou-se a sequéncia
do gene CAST na base de dados do ENSEMBL (http://www.ensemble.org), incluindo a regido
flanqueadora de 3.000 bp. A seguir analisou-se a presenca de ilhas CpG com os programas
Emboss (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/; com os parametros: tamanho > 200 pb,
porcentagem de GC > 50% e contetdo de GC observado/esperado > 0,6) e Methyl Primer
Express (tamanho > 500 pb, porcentagem de GC > 55% e GC observado/esperado > 0,65).
Foi identificada uma ilha CpG localizada de -252 a 157 pb no gene CAST para a qual foi
desenhado um par de primers especifico para 0 DNA tratado com bissulfito. Apds
amplificagéo por PCR, o fragmento de 412 pb obtido foi destinado ao sequenciamento capilar.
Entretanto, a sequéncia gerada ndo apresentou os picos do eletroferograma bem definidos
devido, provavelmente, a interferéncia de outros picos. Esses outros picos podem ter sido
gerados pela presenca de sequéncias diferentes ap6s a PCR, devido a perda de
complementaridade entre as fitas de DNA ap6s o tratamento com bissulfito. Para solucionar
essa dificuldade, serd necessario realizar a clonagem do fragmento antes do sequenciamento.
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